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論文内容要旨
【背景】勝癌は診断、治療ともに困難で予後不良な癌である。長期生存を得る唯一の治療法は根
治的外科切除であるが、多くは進行癌で発見され、切除後の再発率も極めて高い。勝癌の予後改善
のために、早期診断や適確な治療方針の確立に寄与する標的分子の同定が急務である。病理診断後
に大量に保管されたホルマリン固定パラフイン包埋(formalin-fixed paraffin embedded : FFPE)組
織は、臨床情報が付加しておりレトロスペクティブなマーカー探索には非常に優位性が高く、また
近年の技術革新によりホルマリンの分子架橋のため絶望視されていたプロテオーム解析にも供する
ことが可能になった。
【目的】本研究は当科に保管されている膨大なアーカイブ症例の FFPE 組織を用いて、勝癌の予
後改善のために、適確な治療方針の決定に寄与する、また治療ターゲットと成りうる、新規の予後
因子を探索、検証することを目的とする口
【方法と結果】過去 10 年間(1998 年-----2007 年)に当科で勝切除が行われ、浸潤性勝管癌と診断さ
れた 156 例から、追跡不可能症例、癌遺残症例、術前化学療法施行症例を除いた 96 例を解析対象
とした。 96 症例の中から、臨床病期、分化度、術後血清 CA19-9 値、補助化学療法等、既知の予後
因子が同一であるにも関わらず、予後に差のある 2 群(mean survival months:予後不良群 4 例 21.0
土 4.8 months，予後良好群 4 例 58.1 土 13.0 months, P< 0.05)を抽出した。また勝癌以外で勝切除を
行った症例 5 例を正常勝管群としたD この 13 例を Discovery set として、タンパク質発現を質量分
析計(mass spectrometry : M8)を基盤とする新手法で解析した。 FFPE 組織からレーザーマイクロ
ダイセクションを用いて勝癌細胞、目撃管上皮細胞を選択的に回収後、 Orbitrap 型 liquid
chromatography (LC)-tandem M8 (M8瓜1:8)によるショットガン解析を行い、予後良好/予後不良/
正常勝管 924/845/730 計 1229 種のタンパク質を同定した。スペクトラルカウント法を用いて半定
量比較を行い、予後で発現に差のある 106 種、癌部で高発現する 64 種(pく 0.05、 foldchange > 2) 
の計 170 種を候補タンパク質として、三連四重極型 M8 を用いた scheduled-selected reaction 
monitoring(s8RM)による多成分一斉定量検証を実施した。各群の定量値を比較し、癌部で高発現か
っ予後で、発現に差のあった 14 種、癌部で高発現する 21 種、予後で発現に差のある 7 種(foldchange 
> 2)の計 42 種を同定した(平成 23 年 6 月 21 日特願 2011 ・ 137320)。そのうち癌部で、高発現かっ予
後で発現に差のあった 14 種について免疫組織化学による検証を行い、 enoyl CoA hydratase 
l(ECH l)、 glucose transporter type 1 (GTR1) 、 olfactomedin-4 (OLFM4)、 stomatin-like protein 2 
(8TML2)の 4 種が、勝癌 96 例での Kaplan-Meier 分析で予後規定因子として確認された。
【考察】血清、凍結組織、培養細胞を用いた勝癌のバイオマーカー探索は数多く報告されている
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が、 FFPE 組織を用いた M8 を基盤とするプロテオーム解析の報告はまだ少ない。本研究では FFPE
組織に付随する臨床情報を最大限に活用することで、現行の診断技術では分からない予後因子を探
索した。今回 Kaplan-Meier 分析で、予後規定因子で、あった 4 種のうち、 GTR1 は勝癌の予後不良因
子であるとの報告があるが、他の 3 種については報告がないD 候補タンパク質の定量に用いた s8RM
は、 affinity-base の手法では定量困難であろう 112 種ものタンパク質を一度に定量可能な、高感度
かつハイスループットな手法であり、また同定された 42 種のタンパク質には新規のものと共に
CEA-related cell adhesion molecule 6 (CEAM6)や protein 8100・P (8100P)などの既知の勝癌マー
カーも含まれており、本解析手法の有効性と科学的妥当性が示唆された。 ECH1、 GTR1 、 OLFM4、
8TML2 については今後多施設での大規模検証や、プロスベクティブな症例の蓄積などが必要である口
将来的には切除標本の免疫組織化学による検証のみならず、術前の Endoscopic
ultrasonography-fine needle aspiration (EU8-FNA)や擦過細胞診の検体を用いた免疫細胞化学、血
清レベルの測定などによる検証も考えられる。また 42 種のタンパク質のうち、この 4 種以外につい
ても検証を進めることが今後の検討課題である。
【結語】 M8 を基盤とした FFPE 組織のプロテオーム解析で、勝癌の診断または予後予測に寄与
しうる 42 種のタンパク質を同定した。その中で ECH1 、 GTR1 、 OLFM4、 8TML2 は免疫組織化学
による Kaplan-Meier 分析で、有意に予後不良因子で、あった。今後これらのタンパク質が、目撃癌の治
療選択のための予後マーカ一、もしくは治療ターゲットとなる可能性があり、癌細胞での機能解析
など、さらなる検証が必要である。
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本研究は、勝癌のホルマリン固定ノミラフイン包埋(FFPE)組織から、タンパク質をペプチド化
して抽出し、質量分析装置を用いて発現タンパク質を網羅的に分析した新規性の高い研究である。
この方法によって、臨床病期 Stage をマッチさせた勝癌で予後不良な症例と、予後が比較的良
好な症例から得た勝癌組織と、勝癌以外の症例から得た正常目撃管上皮におけるタンパク質の発現
を比較し、勝癌に特異的に発現し、かつ予後と関連するタンパク質 14 種を同定した。また多数
例の惇癌組織でこれらのタンパク質の発現を免疫組織化学で検証し、そのうち ECH1、 GTR1、
OLFM4、 STML2 の 4 種類については予後との関連も検討している。本研究では癌の進行度や、
組織型、手術内容、血液検査のデータなどの臨床情報をもとに症例を選択し、予後情報の明らか
な 2 群を設定し比較するデザインを組んでおり、 FFPE 標本を用いるメリットを十分に生かし
ているものと考える。当科は、肝胆醇外科診療において全国で、も有数のハイボリュームセンター
として機能しており、過去の大量の FFPE 標本や、データベース化された臨床情報、予後情報
が簡単に入手できる。本研究はそのような当科の特色を、最大限に生かしたテーマである。画期
的な方法を用いて目撃癌の予後規定因子を網羅的に解析した優れた研究内容と評価する。また研究
は綿密に計画され、方法も極めて信頼性の高いものである。
論文はよく推敵されており、論旨も明快で優れた論文であると考える。
よって，本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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